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Contexte general 

La presente invention concerne de maniere generate la lecture et 
5 1'interpretation de puces et plus particulierement la detection d'hybrides 
marques par des molecules generatrices de signal, telles les fluorophores, 
et formes entre les molecules constituant ces puces et des molecules ou 
cellules provenant d'echantillons biologiques ou chimiques. 

L'invention concerne ainsi selon un premier aspect un dispositif de 
10 lecture et analyse de puces (ou lecteur de puces), comprenant : 

• Une table pour recevoir une puce destinee a caracteriser au 
moins un 6chantillon, 

• Des moyens d'excitation des molecules ou des cellules/, de la 
puce, aprds reaction avec d'autres molecules, 

15 • Des moyens de lecture et d'analyse des molecules sourruses a 

excitation. 

Plus particulierement, l'invention fournit en outre un moy|n de 
contr6le de la temperature des puces, permettant ainsi de developper des 
applications impliquant des changements de temperature de la puce. 
20 Dans une application particuliere, la puce est une puce a ADN ou 

d'oligonucleotides, et le controle de la temperature permet de definir avec 
precision la temperature d'hybridation de sondes oligonucleotidiques sur 
ladite puce. 

L'invention concerne egalement des proc6d<§s de mise en ceuvre 
25 d'un tel lecteur, notamment pour la detection de mutations genetiques. 

Definitions 

Avant de presenter les buts et caracteristiques de l'invention, on va 
30 dans un premier temps definir certains termes qui seront employes dans ce 
texte. 
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Par « reseau, micro-reseau, array, micro-array, puce, chip», 
termes qui seront employes indifferemment dans le present texte, on entend 
definir un reseau de cellules ou de molecules biologiques ou chimiques 
5 disposees sur un support solide en des emplacements particuliers (formant 
par exemple une matrice). 

Les molecules ou cellules sont typiquement fixees sur des 
emplacements respectifs d'un support solide revetu d'un polymere et 
disposees de sorte que chacun des emplacements soit de la sorte associe 
10 a une molecule/cellule qui presente une specificite par rapport aux 
molecules/cellules des autres emplacements. 

Lorsque le reseau comprend des molecules biologiques telles que 
des acides nucleiques ou des peptides, on parte de bio-puce. 

Plus precisement, lorsque le reseau est constitue de 
15 desoxyribonucleotides, on parte de puce a ADN ou de puce a 
oligonucleotides. 

Le support solide est choisi parmi les supports solides en verre, en 
plastique, en Nylon®, en Kevlar®, en silicone, en silicium, ou encore en 
polyoses ou poly(hetero-oses), tel que la cellulose. 
20 De preference il s'agit du verre. Ce support pourra etre de forme 

quelconque (lame plane, microbilles, ...) mais selon un mode prefere le 
support est un plan, et il s'agit d'une lame plane en verre. 

Lorsque la puce est mise en contact avec un echantillon dans des 
conditions appropriees, certains composants de I'echantillon peuvent reagir 
25 selectivement avec (et en particulier se Her a) une ou plusieurs 
molecules/cellules de la puce. 

Et ces composants contiennent des marqueurs (typiquement des 
teintures ou molecules fluorescentes - que I'on nomme generalement 
<<fluor0 phores ») qui permettent de detecter la presence des composants- 
30 apres mise en contact de rechantillon a v ec la puce. Cette detection 
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necessite dans le cas de fluorophores I'excitation de la puce avec une 
lumiere de longueur d'onde contrdlee 

« Molecule » recouvre ici les molecules chimiques, et les 
5 molecules biologiques. 

Pour les applications biologiques, les « molecules biologiques » 
sont de preference des acides nucleiques, de maniere plus preferee des 
oligonucleotides simple brin. 

Pour des applications chimiques, il peut s'agir de iigands chimiques 
10 de molecules biologiques. 

Par « acide nucleique, sonde nucleique, sequence nucleique ou 
sequence d'acide nucleique, polynucleotide, oligonucleotide, sequence de 
polynucleotide, sequence nucleotidique, sequences oligonucleotidiqUes », 
termes qui seront employes indifferemment dans la presente description, on 
15 entend designer un enchaTnement precis de nucleotides, modifies ou non, 
permettant de definir un fragment ou une region d'un acide nucleique, 
comportant ou non des nucleotides non naturels, et pouvant correspondre 
aussi bien a un ADN double brin, un ADN simple brin, un PNA (pour 
« Peptid Nucleic Acid ») ou LNA ( pour « Locked Nucleic Acid ») que des 
20 produits de transcription desdits ADNs tels que TARN. 

Par « sonde, sonde oligonucleotidsque ou oligonucleotide », on 

entendra designer ici Poligonucleotide fonctionnalise ou non qui sera 
depose (ou « spotte ») et fix<§ par liaison covalente directement ou 
25 indirectement au support solide via un compost espaceur au niveau d'un 
emplacement. 

^oligonucleotide ainsi depos6 est capable de se Her a un acide 
nucleique cible de sequences complementaires (c'est-S-dire un 
oligonucleotide ou polynucleotide complementaire) present dans 
30 I'echantillon, par un ou plusieurs types de liaisons chimiques, 
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habituellement a travers un appariement de base complementaire en 
formant des liaisons hydrogene. 

De preference, lesdites sondes sont des ADNs ou ARNs monobrins, 
de preference des ADNs, dont la taille est comprise entre 10 et 7 000 bases 
5 (b), de preference entre 10 et 1 000 b, entre 10 et 500 b, entre 10 et 250 b, 
entre 1 0 et 100 b, entre 10 et 50 b, ou entre 10 et 35 b. 

Les sondes oligonucleotidiques deposees peuvent etre synthetisees 
chimiquement, purifiees a partir de I'echantillon biologique ou plus 
generalement produites par les technologies de I'ADN recombinant a partir 
10 de polynucleotides naturels et/ou purifies. 

Des exemples, les sondes peuvent etre produites par reaction de 
polymerisation en chaine (PCR), ou par RT-PCR (reaction de transcription 
inverse suivie d'une reaction PCR). 

15 « Emplacements ou spot» correspond aux endroits de la puce au 

niveau duquel sont liees les molecules. 

Une meme molecule est de preference presente en plusieurs 
copies au niveau d'un emplacement. 

Les emplacements sont definis par leurs coordonnees en x et y par 
20 rapport a un point de reference sur la puce. 

Un emplacement ou spot peut, par exemple, correspondre a une 
cercle de diametre dependant du volume d'une goutte de solution deposee 
dans une zone definie d'un plan, ou a un puit, ou encore a un pave de 
dimension parallelepipedique de gel (appele gel pad). 
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« Echantillon» correspond a une solution de molecules 
biologiques, biochimiques ou chimiques ou a un groupe cellulaire, dont on 
desire caracteriser certaines proprietes. 

Dans une application preferee de l'inventton, recnantitlon est une 
10 sol ution contenant au moins un pol ynucl eotide obtenu a partir d'une so urce 
biologique. 



5 



L'echantillon peut provenir d'une source vivante ou morte a partir 
de differents tissus ou cellules. 

Des exemples d'echantillons biologiques comprennent les fluides 
biologiques, tels que le sang (notamment les leucocytes), I'urine, la salive, 
5 le sperme, les secretions vaginales, la peau, et egalement les cellules telles 
les cellules des follicules de la racine des cheveux, les cellules des tissus 
internes normaux ou pathologiques, en particulier provenant de tumeurs, les 
cellules des tissus de la villosite choriale, les cellules amniotiques, les 
cellules placentaires, les cellules fetales, les cellules du cordon ombilical. 

10 

Par « Marqueur» ou « marqueur generateur de signal » on 
entend designer un marqueur que Ton peut associer directement ou 
indirectement a une molecule biologique, biochimique ou chimique de 
l'echantillon, en vue de sa detection ulterieure par des moyens de lecture 
15 tels que ceux des lecteurs selon 1'invention. 

Le marqueur generateur de signal est de preference selectionne 
parmi les enzymes, les colorants, les haptenes, les ligands tels que la 
biotine, I'avidine, la streptavidine, la digoxygenine ou les agents 
luminescents. 

20 De preference, le marqueur generateur de signal selon 1'invention 

est un agent luminescent, qui selon la source d'energie d'excitation, peut 
etre classe en radio luminescent, chemiluminescent, bioluminescent et 
photo-luminescent (incluant fluorescent et phosphorescent). 

De preference, le marqueur generateur de signal selon 1'invention 

25 est un agent fluorescent. 

Le terme "fluorescent' se refere en general a la propriete d'une 
substance telle un fluorophore de produire de la lumiere lorsqu'elle est 
excitee par une source de lumiere dans une longueur d'onde determinee, 
30 appelee longueur d'onde d'excitation et d'emettre une lumiere dans une 
longueur d'onde superieure appelee longueur d'onde d'emisssion, qui 
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pourra etre detectee a I 'aide d'un capteur de photons, fournissant les 
signaux dont I'ensemble permettra de constituer une image des signaux 
d'hybridation de la puce. 

Parmi les fluorophores mis en ceuvre dans I'invention, on peut citer 
5 de maniere non exhaustive : 

• I'isothiocyanate de fluoresceine (FITC) [longueur d'onde maximale 
d'absorption : 494 nm / longueur d'onde maximale d'emission : 517 nm] ; 

• le Rouge Texas (TR pour Texas Red) [longueur d'onde maximale 
d'absorption : 593 nm / longueur d'onde maximale d'emission : 613 nm] ; 

10 • la cyanine 3 (Cy3) [longueur d'onde maximale d'absorption :554 nm / 
longueur d'onde maximale d'emission : 568 nm] ; 

• la cyanine 5 (Cy5) [longueur d'onde maximale d'absorption :652 nm / 
longueur d'onde maximale d'emission : 670 nm] ; 

• la cyanine 5,5 (Cy5,5) [longueur d'onde maximale d'absorption :675 nm / 
15 longueur d'onde maximale d'emission : 694 nm] ; 

• la cyanine 7 (Cy7) [longueur d'onde maximale d'absorption: 743 nm / 
longueur d'onde maximale d'emission : 767 nm] ; 

• le Bopidy 630/650 [longueur d'onde maximale d'absorption :632 nm / 
longueur d'onde maximale d'emission : 658 nm]. 

20 • L*Alexa488 (495/519) 

• L'Alexa350 (347/422) 

• La Rhodamine Red dye (570/590) 

« Reaction » designe une reaction chimique ou biologique 
25 (hybridation par exemple) ayant lieu entre une molecule associee a un 
emplacement de la puce et une molecule de I'echantillon. 



L' « hybridation » est une reaction qui se refe re a la liaison entre 

une oligonucleotide depose (ou « spotte ») et une sequence cible provenant 
30 — de^clrairtilJofMaielegie^e-par-appari 
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L'hybride ou duplex resultant de I'hybridation est appele complexe 
d'hybridation ou duplex d'hybridation. 

Un complexe d'hybridation peut etre soit un complexe 
complementaire ou un complexe avec mesappariement. 
5 Ainsi, un complexe complementaire est un complexe d'hybridation 

dans lequel il n'y a pas de mesappariement entre Toligonucleotide depose 
et entre la ou les sequences cible de I'echantillon. 

Un complexe avec mesappariement est un complexe d'hybridation 
dans lequel il existe au moins un mesappariement entre I'oligonucleotide 
10 depose et entre la ou les sequences cible de I'echantillon. 

Une hybridation specifique se refere a la liaison, a la formation de 
duplex, ou a I'hybridation d'une molecule d'acide nucleique, seulement sur 
une sequence nucleotidique particuliere dans des conditions stringeantes,. 
et lorsque la sequence est presente dans un milieu complexe d'ADN ou . 
15 d'ARN. \ 

Un « oligonucleotide complementaire » est une sonde dont la 4 
sequence est parfaitement complementaire S une sequence cible . 
particuliere (on utilisera dans ce texte le terme de « match >> pour designer . 
20 ce type d'appariement parfait). 

Une sonde pr6sentant un mesappariement (« mismatch ») se refere 
a une sonde ou des sondes dont la sequence n'est pas parfaitement 
complementaire a une sequence particuliere cible. 

Bien que le mismatch puisse etre localise n'importe oD dans la sonde 
25 pr§sentaht les mesappariements, les mesappariements terminaux sont 
moins desires car les mesappariements terminaux affecteront moins 
Thybridation sur la sequence cible. 

Ainsi, les sondes ont frequemment un mesappariement situe au 
centre ou a cote du centre de la sonde, de telle sorte que le 
30 mesappariement a davantage de chance de destabiliser le duplex avec la 
sequence cible dans des conditions d'hybridation. 
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« Duplex » ou « hybride » correspond a un fragment d'ADN 
double brin. On verra que de tels duplexes sont obtenus par hybridation 
d'oligonucleotides (molecules dispos6es en des emplacements de la puce) 
5 avec les fragments simple brin d'un echantillon que Ton desire caracteriser. 

« Lecture » designe de maniere generate l'operation consistant a 
recueillir par un ou plusieurs capteurs adaptes la reponse des motecules 
apres reaction, en vue de detecter un marqueur. 
10 Cette lecture peut en particulier etre une lecture optique, mais 

6galement en alternative une lecture par recueil d'un signal tel qu'un 
rayonnement radioactif. 

On remarquera que dans ce texte la definition du « lecteur » de 
15 puces va au-dela de cette simple operation de lecture, puisqu'elle comprend 
6galement I'analyse des signaux « lus ». 

Prob femes a resoudre et resume de I 3 invention 

20 

Aspect « source de lumiere » 

On connait deja des lecteurs de puces du type mentionne ci- 

dessus. 

25 De tels lecteurs permettent de recueillir, apres reaction des 

molecules d'une puce avec les molecules d'un echantillon, la reponse 

desdites molecules a une excitation donnee. 

Le recueil de cette reponse permet d'identifier des marqueurs 

reagissant specifiquement a ladite excitation, qui peut etre en particulier une 
30 illumination (excitation par une lumiere ) centr6e s ur une longueur d'onde 

determinee. 
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La puce, de preference de forme plane, est placee sur une table, 
qui peut etre deplacee selon les trois axes logitudinal, transversal et vertical 
x, y, z de maniere a successivement recevoir sur les differents 
emplacements (ou sous-ensembles de spots) de la puce le rayonnement 
5 d'excitation, et a presenter aux moyens d'observation ces differents 
emplacements. 

La puce peut etre placee directement sur la table ou encore dans 
une chambre de traitement (par exemple chambre d'hybridation) qui est 
elle-meme fixee sur la table. 
10 En alternative, la table peut etre fixe (cas des moyens d'excitation 

et d'observation se deplacant pour balayer les puits de la puce). 

Ces lecteurs comprennent des moyens d'excitation qui se 
presentent generalement sous la forme d'une source de lumiere (de I'ordre 
de quelques centaines de microns carres a quelques millimetres ,-carres) 
15 permettant d'illuminer les molecules ou les cellules de la puce ayec un 
spectre de longueur d'onde controlee, pour provoquer I'excitation d'un 
marqueur generateur de signal, de preference fluorescent, que I'on 
recherche en association avec la molecule. 

Ces moyens d'illumination se presentent generalement sous la 
20 forme d'une lampe (typiquement a xenon ou a mercure), ou d'une ou 
plusieurs diodes laser(s). 

Les lampes a xenon fournissent un spectre continu et regulier, 
recouvrant les longueurs d'onde d'excitation de la plupart des marqueurs 
habituellement utilises. 

Cependant, une limitation de ces lampes est que le niveau 
d'energie associe aux raies. d'excitation des differents marqueurs peut etre 
trop bas pour realiser une excitation suffisante des raies desirees. 

Les lampes a mercure fournissent, quant a elles, un spectre 
presentant des raies (maxima d'energie) pour certaines longueurs d'onde. 
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De telles lampes permettent ainsi d'exciter sufF.samment les 
marqueurs fluorescents excitables aux longueurs d'onde correspondant a 
ces raies. 

Cependant, les raies d'excitation des lampes a mercure ne 
5 comprennent pas en particulier les longueurs d'onde permettant d'exciter le 
fluorophore (qui peut etre du type Cy5, Cy7 ou un autre fluorophore ne 
pouvant etre efficacement excites par une lampe a large spectre), 
couramment employe dans les applications de ces lecteurs. Ceci constitue 
une limitation importante des lampes a mercure. 
10 En alternative aux lampes, il est connu de realiser les moyens 

d'illumination du lecteur sous la forme d'un ou plusieurs laser(s) de 
longueur(s) d'onde donnee(s). 

Les lasers « rouges » qui sont tres courants et peu onereux 
constituent ainsi une solution pratique et accessible pour exciter des 
15 marqueurs tels que la cyanineS ou la cyanine?. Mais dans le cas ou Ton 
desire exciter des marqueurs reactifs a des longueurs d'onde situees dans 
les zones du bleu ou proches de I'ultra violet (par exemple pour exciter un 
marqueur du type FITC, il est necessaire d'avoir recours a un laser de type 
moins courant, ce qui se traduit par un inconvenient important en terme de 
20 prix. 

II apparatt ainsi que les solutions connues pour realiser des 
moyens d'illumination des lecteurs comportent des limitations. 

Un but de invention est de permettre de s'affranchir de ces 
limitations concernant les moyens d'illumination. 
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As pect « contrfile de temp erature » 

Par ailleurs, pour de nombreuses applications, telles par exemple 
les react.ons d'hybr iMoTrd 'oligunuc ^ 
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sur la puce, il serait avantageux de suivre avec le lecteur les parametres de 
ces reactions en fonction de la temperature de la puce, 

II est ainsi connu de pr6voir que la table du lecteur soit controlee en 
temperature. On trouvera un exemple d'un tel lecteur dans le document US 
5 6 329 661. 

Le fait d'ainsi associer a un lecteur de puces une table controlee en 
temperature peut permettre de commander la temperature de la table par 
renvoi d'une consigne determin§e. 

Un autre but de I'invention est de perfectionner cette disposition. 
10 En partlculier, un but de I'invention est de permettre la lecture de 

puces dans les conditions de temperature optimales pour I'observation des 
parametres desires, de maniere automatique. 

Afin d'atteindre les buts exposes ci-dessus, I'invention propose 
15 selon un premier aspect un dispositif de lecture et analyse de puces, 
comprenant : 

• Une table pour recevoir une puce destin^e a caracteriser au moins un 
echantillon, 

• Des moyens d'excitation des molecules ou des cellules de la puce, apres 
20 reaction avec d'autres molecules, 

• Des moyens de lecture et d'analyse des molecules soumises a excitation, 
caracterise en ce que les moyens d'excitation comprennent une lampe a 
spectre large et au moins un laser. 

Des aspects preterms, mais non limitatifs, de ce dispositif sont les 
25 suivants : 

• la lampe est une lampe a mercure, 

• le laser est un laser dont le rayonnement est centre sur une longueur 
d'onde de I'ordre de 635 nm, 

• le lecteur comprend plusieurs lasers, 

30 • les lasers sont centres sur la m§me longueur d'onde, 
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• les moyens d'excitation comprennent au moins un laser associe a un 
module de balayage de son faisceau pour exciter les molecules a 
analyser, 

. le lecteur comprend deux lasers et les modules de balayage des deux 
5 lasers commandent deux balayages respectifs des molecules dans deux 
directions orthogonales, 

♦ les moyens d'excitation comprennent au moins un ensemble de laser 
comprenant un laser dont le rayonnement est guide par une fibre 
optique, 

10 • les moyens d'excitation comprennent deux ensembles de laser 
identiques, 

. les moyens d'excitation comprennent un laser fixe qui dirige son 
faisceau vers deux ensembles de miroir successifs montes en serie et 
dont le deplacement est commande le long de deux directions 
15 differentes, 

* le deplacement des deux ensembles de miroir sont commandes de 
maniere a produire un faisceau qui peut emprunter toute sequence 
desiree sur la puce, 

• les moyens d'excitation comprennent une lampe et un laser dont les 
20 rayonnements empruntent un meme chemin optique grace a un miroir 

basculant apte a pivoter autour d'un axe entre deux positions pour 
diriger un de ces deux rayonnements vers la puce, 
. une chalne optique est interposee entre la lampe et les molecules a 
exciter, tandis que Texcitation par laser se fait par illumination directe 
25 des molecules, 

. ladite chatne optique comprend des filtres de la lumiere d'excitation a 
bande passante etroite ainsi que des filtres a bande passante etroite de 
la lumiere en emission et un separateur de faisceau 
. le lecteur comprend egalement une centrale de commande d'excitation 

30 r pii£p a rha cun des moyens d'excitation pour l a commande de leur 

fonctionnement, 
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• ladite centrale de commande d'excitation est apte a selectivement 
commander I'illumination simultanee ou successive des molecules avec 
la lampe et au moins un laser, ou I'excitation separee des molecules 
avec la lampe et au moins un laser. 

L'invention propose egalement un dispositif de lecture et d'analyse de 
puces, comprenant : 

• Une table pour recevoir une puce destinee a caracteriser au moins un 
echantillon, 

• Des moyens d'excitation des cellules ou molecules de la puce, apres 
reaction avec d'autres molecules ou cellules, 

• Des moyens de lecture des molecules ou cellules soumises a excitation, 
caracteris6 en ce que le lecteur comprend egalement une centrale de commande de : 
la temperature. 

Des aspects prefers, mais non limitatifs de ce dispositif sont les 
suivants : 

• la table comprend un capteur de temperature relie a ladite centrale de 
commande de temperature. 

• le lecteur comprend un module de chauffage/refroidissement associe a 
la table et destine a controler sa temperature, ledit module de 
chauffage/refroidissement etant relie a la centrale de commande de 
temperature. 

• le lecteur comprend egalement des moyens de traitement comprenant 
un microprocesseur et relies a la centrale de commande de temperature 
ainsi qu'aux moyens de lecture. 

• le lecteur comprend des moyens de memorisation de courbes de 
reference de la reponse des match et mismatch des molecules aux 
moyens d'excitation en fonction de la temperature. 

> les moyens de memorisation sont relies a des moyens permettant de 
determiner une temperature de fusion des match et mismatch des 
molecules a partir desdites courbes de reference. 
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• la centrale de commande de temperature est apte a commander le 
fonctionnement du iecteur selon un mode « statique » dans lequel des 
courbes de reference preetablies de la reponse des match et mismatch 
des molecules en fonction de la temperature sont utilisees pour etablir 

5 une temperature de consigne apte a etre transmise par ladite centrale 
de commande de temperature pour commander la temperature de ladite 
table. 

• la centrale de commande de temperature est apte a commander le 
fonctionnement du Iecteur selon un mode « dynamique » dans lequel la 

10 centrale de commande de temperature commande une evolution 
donnee de temperature au niveau de la table, et, pendant cette evolution 
de temperature : 

> les moyens de lecture recueillent en temps reel la reponse des 
molecules associees aux differents emplacements de la puce a 

15 I'excitation des moyens d'excitation, et transmettent ladite reponse a 

des moyens de traitement, 

> des moyens de memorisation memorisent pour chaque emplacement 
de la puce revolution de la reponse de la molecule en fonction de la 
temperature. 

20 • le Iecteur comprend des moyens de traitement aptes a etablir pour 
chaque molecule, a Tissue de la memorisation de ladite evolution de 
reponse, un diagnostic d'etat de la molecule. 
• ledit diagnostic d'etat est un diagnostic de match/mismatch. 

25 Et I'invention concerne egalement un procede de mise en ceuvre 

d'un tel dispositif, pour la lecture de puces. 

Un tel procede peut en particulier etre un procede d'hybridation des 
oligonucleotides d'une puce, pouvant etre mis en ceuvre par un Iecteur 
selon un des aspects ci-dessus, le procede comprenant les etapes" 

30 consistant a : 
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> Mettre en contact des sondes nucleiques correspondant a un acide 
nucleique cible avec un echantillon biologique contenant des 
fragments simple brin d'ADN, de maniere a realiser une hybridation 
selective de certaines sondes avec lesdits fragments simple brin 
d'ADN de i'echantillon, en constituant des duplexes, 

> Effectuer une lecture des duplexes ainsi constitues, 

le procede etant caracterise en ce que le procede comprend une etape 
de determination automatique de : 

> la temperature de fusion de chaque acide nucleique cible dans une 
configuration de « match », et 

> la temperature de fusion de chaque acide nucleique cible dans une 
configuration de « mismatch ». 

Des aspects preferes, mais non limitatifs d'un tel procede sont les 
suivants : 

• ladite determination est realisee en mode « statique » en utilisant des- 
courbes de reference illustrant 1'evolution, en fonction de la temperature, 
du signal recu par des moyens de lecture de duplexes correspondant:' 
respectivement a des match et a des mismatch, 

• le procede comprend le controle de la temperature de maniere a realiser 
I'hybridation a une temperature correspondant a une discrimination 
maximale entre match et mismatch, 

• le procede comprend la constitution desdites courbes de reference lors 
d'une etape precedant I'etape de lecture, 

• le procede comprend la memorisation desdites courbes de reference, 

• ladite determination peut etre realisee en mode « dynamique » par la 
commande d'une evolution donnee de temperature des echantillons, et, 
pendant cette evolution de temperature, on procede : 

> au recueil en temps reel de la reponse des duplexes associes aux 
differents emplacements de la puce a I'excitation des moyens 
d'excitation, 
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> a la memorisation pour chaque duplex de revolution de la reponse 
en fonction de la temperature, 

• le precede comprend pour chaque duplex I'etablissement, a Tissue de la 
memorisation de ladite evolution de reponse, d'un diagnostic de 

5 match/mismatch du duplex. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaissent a 
la lecture de la description suivante avec les exemples et les figures dont 
les legendes sont representees ci-apres : 
10 • La figure 1 est un schema de principe d'un lecteur selon I'invention. 

• La figure 2 est un schema de principe de la table d'un lecteur selon 
I'invention, detaillant les moyens de controle de temperature. 

• les figures 3a a 3d sont des schemas illustrant quatre variantes de 
realisation de tout ou partie des moyens de lumiere d'excitation d'un tel 

15 lecteur, la figure 3a comprenant en outre une illustration du balayage 
d'une puce par les sources de lumiere des moyens d'excitation, 

• Les figures 4a et 4b sont des graphes relatifs a une application de 
I'invention a l'hybridation moleculaire : 

> La figure 4a est une courbe de reference illustrant revolution en 
20 fonction de la temperature du signal en tous points d'une puce, recu 

par les moyens de lecture, pour une meme sequence d'ADN en 
configuration d'appariement parfait (« match ») et en configuration de 
mesappariement (« mismatch »), 

> La figure 4b illustrant un mode dit « dynamique » de mise en ceuvre 
25 de I'invention dans lequel on construit des courbes du type de celles 

de la figure 4a, pour plusieurs sequences d'ADN, 

• La figure 5 est un schema d'une reaction d'immobilisation de sondes sur 
lame presentant une fonction aldehyde (lame Super Aldehyde de 
TeleChem). Des groupes aldenyde sont anaches de maniere uuvaleule 

30 au support en verr e de l a biopuce (rectangle ) . La fonction NH2 de la 
molecule d'ADN attaque la groupe aldehyde pour former une liaison 
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covalente (figure centrale). La liaison est stabilisee par une reaction de 
deshydratation (sechage dans une atmosphere faiblement humide) qui 
conduit a la formation d'une base de Schiff, 

• La figure 6 illustre des images de la fluorescence Cy3 de I'hybridation 
d'un melange d'oligonucleotides sauvage Q493X-Cy3 et mute Q493X- 
Cy5 sur une biopuce comprenant les sondes correspondantes deposees 
a differentes concentrations (50, 100 et 200 uM) puis immobilisees avec 
differentes conditions (faible te forte humidite). L'hybridation est realisee 
dans du SSC 6X, DSD 0,2% , BSA 0,2 mg/ml a temperature ambiante 
pendant 12 heures. La concentration des oligonucleotides est de 0,5 uM. 
Le lavagede la biopuce apres I'hybridation est realisee dans du SSC 6X, 
SDS 0,2% pendant 5 minutes a temperature ambiante suivi dans du 
SSC 2X pendant 2 minutes a temperature ambiante, 

• la figure 7 montre des intensites de signaux de fluorescence et des 
ratios bruit/signal correspondent a I'hybridation d'une solutitih 
d'oligonucleotides wtQ493X-Cy3 et mutQ493X-Cy5 pour des puces 
comportant des sondes correspondant a differentes concentrations (50,: 
100 and 200 uM) et immobilisees sous differentes conditions (humidite 
basse et haute), 

• la figure 8 represente des images de fluorescence correspondent a 
I'hybridation d'oligonucleotides AF-508 wild type marques au Cy3, et 
d'oligonucleotides Q493X mutes marques au Cy5. 

Description detailfee de /'invention 

En reference a la figure 1, on a represente de maniere schematique 
un lecteur 10 selon I'invention. 

Le lecteur 10 comprend : 

• Une table 1 1 pour recevoir une puce 12, 

• Des moyens 13 d'excitation, 
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• Des moyens 14 de lecture (c'est a dire d'observation des molecules de 
la puce, en particulier en reponse a une excitation emise par les moyens 
13), 

• Des moyens de commande et de controle. 

5 

Table 11 

La table 1 1 est detaillee sur la figure 2. 

Cette table comporte de maniere classique des moyens 110 pour 

10 tenir une puce 12. 

Ces moyens peuvent comprendre une chambre - par exemple une 
chambre d'hybridation. 

La table 11 est associee a un module 111 de 
chauffage/refroidissement apte & controler la temperature de la table. 

15 Ce module 111 est par ailleurs relie a une centrale de commande 

de temperature 15 qui elabore une consigne de temperature et la transmet 
au module 111 afin que celui-ci adapte la temperature de la table en 
consequence, avec une Vitesse de variation de temperature dependant du 
ph6nom£ne physicochimique observe. 

20 Plus pr6cis6ment, il est possible que Ton souhaite mettre en oeuvre 

une evolution de temperature « rapide » (evolution de Pordre de quelques 
degr6s par seconde - mise en ceuvre par exemple dans des reactions de 
type PGR). 

II est egalement possible que Ton souhaite mettre en ceuvre une 
25 evolution « lente » (evolution de Pordre de quelques degres par minute - 
mise en ceuvre par exemple dans des reactions de type fusion de brins 
d'ADN en vue de leur dissociation). 

Pour pouvoir mettre en ceuvre ces differents types devolutions, au 
moins une table de correspondance est rnemorisee dans une memoire du 
30 dispositif accessible par la centrale 15 (par exemple une memoire de 
Pordinateur 17 qui va etre decrit). 
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On notera que la Vitesse depend non seulement du type de 
reaction envisage, mais egalement du type de sonde utilise, et de 
I'echantillon que Ton souhaite caracteriser. 

A cet egard, la ou les table(s) de correspondance prennent 
5 egalement en compte ces parametres. 

Et I'utilisateur du dispositif peut ainsi entrer dans une interface 
adaptee (clavier ou autre) et reliee a la centrale 15 et/ou a I'ordinateur 17 
les parametres (en particulier type de reaction, sonde, echantillon) en 
fonction desquels un, programme associe a la ou aux table(s) de 
10 correspondance selectionnera automatiquement devolution de temperature 
a transmettre en consigne au module 111. 

Un capteur 112 de temperature est par ailleurs integre dans la 
table, pour recueillir sa temperature effective et la transmettre a centrale de 
commande de temperature 15a laquelle ce capteur est egalement relie. *: 
15 De la sorte, la temperature des emplacements de la puce est o 

controlee par la centrale de commande de temperature 15, et cette & 
temperature des emplacements de la puce est en outre connue en temps i* 
reel par la centrale de commande de temperature. 

20 Movens d'excitation 13 

Les moyens d'excitation 13 comprennent deux types de sources de 

lumiere : 

• Une lampe 131 a spectre large - de preference une lampe a mercure, 
25 • Au moins Un laser 132. 

Ce laser emet selon une longueur d'onde qui permet d'exciter les 
marqueurs habituellement utilises, et dont le spectre d'excitation ne 
correspond pas au spectre d'emission de la lampe 131. 

Dans le mode de realisation prefere dans lequel la lampe est une 
30 lampe a mercure - qui ne permet pas d'exciter le marqueur Cy5 - le laser 
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est un laser rouge classique 6mettant autour d'une raie centree sur 635 nm 
ou d'autres lasers permettant I'excitation de la molecule de Cy5. 

De la sorte, I'ensemble des marqueurs luminescents habituellement 
utilises peuvent etre excites par les moyens d'excitation 13. 
5 Et le recours a un laser n'augmente pas ici de maniere significative 

le prix de revient du lecteur, ce type de laser etant extremement courant et 
bon marche. 

Les moyens d'excitation 13 comprennent egalement une source 
d'alimentation electrique respective 1310, 1320 pour chaque type de source 
10 de lumiere. 

Les moyens 13 comprennent en outre une chaTne optique 1311 
interposee entre la lampe 131 et la table (done entre la lampe et les 
molecules de la puce). 

Comme represents sur la figure 3a, cette chaTne optique comprend 
15 un filtre d'excitation 13111, et un separateur de faisceau 13112 permettant 
de : 

• Dinger vers la puce le rayonnement issu de la lampe et du filtre 13111, 

• Et diriger vers les moyens de lecture 14 le signal issu de la puce en 
reponse a I'excitation regue de la lampe (ou du ou des laser(s) des 

20 moyens d'excitation). 

On precise que ladite chaTne optique peut egalement comprendre 
des filtres de la lumiere d'excitation a bande passante etroite ainsi que des 
filtres & bande passante etroite de la lumiere en emission (au moins 2 et 
jusqu'a 8) et un separateur de faisceau. 

25 Les rayonnements dirigSs vers la puce, et issus de cette puce, 

peuvent en outre traverser un objectif 134. 

Les moyens d'excitation 13 comprennent Egalement des moyens 
de changement de filtre interferentiel 1312 (repr6sentes sur la figure 1), qui 
sont relies au filtre 13111 et a des moyens 16 de controle de filtres. 
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On comprend done que Texcitation des molecules de la puce par le 
rayonnement issu de la lampe se fait par Tintermediaire d'une chaine 
optique. 

L'excitation des molecules de la puce par le rayonnement issu du 
5 laser se fait quant a elle de maniere directe, aucun element n'etant 

interpose entre le laser et la puce. 

Dans la variante qui est plus particulierement illustree sur la figure 

3a, les moyens d'excitation comprennent deux lasers 1321 et 1322. Ces 

deux lasers sont identiques. 
10 Chaque laser est associe a un module (non represents) de 

balayage des de la biopuce. 

Dans le cas ou le lecteur ne comporte qu'un laser, ce laser est lui 

aussi associe a un module remplissant cette fonction, dans un faisceau de 

geometrie parametrable . 
15 Pour couvrir de maniere efficace un champ de. vue correspondant ,* 

aux emplacements de la puce que Ton souhaite caracteriser, et illuminer par ; ; 

laser ce champ de vue de maniere homogene, les deux modules de ^ 

balayage commandent deux balayages respectifs des molecules dans deux v 

directions orthogonales. 
20 Ce type de balayage est illustre dans la partie inferieure de la figure 

3a. 

Les deux bandes 13210 et 13220 repr6sentent les faisceaux 
respectifs des deux lasers 1321 et 1322. 

Ces deux faisceaux ont une section allongee, les directions 
25 d^llongement des deux faisceaux etant orthogonales. 

Chacune de ces directions peut etre alignee sur une des deux 
directions d'alignement des emplacements de la puce, ces emplacements 
formant generalement une matrice rectangulaire. 

Chaque faisceau est deplace par le module de balayage de son 
30 laser associe sur le champ de vue 120, selon une direction orthogonale a la 
direction d'allongement du faisceau. 
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La figure 3b represente une deuxieme variante de realisation des 
lasers des moyens d'excitation 13. Ces lasers sont destines a etre mis en 
oeuvre a la place des lasers 1321 et 1322. 

D&ans cette variante, I'excitation des lasers est dirigee vers la puce 
5 12 par deux ensembles identiques 1321' et 1322' qui produisent deux 
faisceaux respectifs 1 32 1 0' et 1 3220" 

Un de ces ensembles, reference 1321', est represente en partie 

superieure de la figure 3b. 

Cet ensemble comprend un laser 13211' associe a une lentille de 
10 sortie 13212" qui dirige le flux issu du laser vers une fibre optique 13213'. 

Cette fibre transmet elle-meme le rayonnement jusqu'a une autre 
lentille, notee 13214', qui est montee fixe par rapport a la puce et dirige vers 
elle lefaisceau 13210'. 

La partie basse de la figure 3a represente I'impact des deux 
15 faisceaux 13210' et 13220' sur la puce et ie champ d'illumination 1320 ainsi 
defini. 

Les lasers peuvent ainsi etre deportes. 

La figure 3c represente une troisieme variante du systeme de 
laser(s) dans laquelle au moins un laser fixe 132" dirige son faisceau vers 
20 deux ensembles de miroir successifs montes en serie, notes 1321" et 
1322". 

Chacun de ces ensembles de miroir comprend un miroir dont 
Torientation est commandee par un actuateur piezoelectrique respectif 
13210", 13220". 

25 Plus precisement, chaque miroir est ainsi deplace selon un axe 

respectif, qui correspond a un des axes X, Y transversaux de la puce 12. 

Le faisceau 1320" issu des deux miroirs est decrit ainsi sur la puce 
un trajet 13201" qui peut emprunter toute sequence desiree en X, Y. 

Ici encore, ce systeme de laser peut rempiacer les lasers 13217 
30 1322 de la figure 3a. 
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La figure 3d illustre enfin une autre variante de realisation des 
moyens d'excitation 13, qui correspond a une alternative aux moyens 
representee sur la figure 3a. 

Cette figure 3d represente une lampe a mercure 131, et un laser 

5 132. 

Le laser et la lampe sont assoctes chacun £ une lentille de sortie 
respective. 

Dans cette variante, les rayonnements respectifs issus du laser et 
de la lampe empruntent le merne chemin optique, grace a un miroir 
10 basculant 130 apte a pivoter autour d'un axe 1300 entre deux positions pour 
diriger un de ces deux rayonnements vers une serie de lentilles 1301 et un 
miroir de renvoi 1302 permettant de diriger le rayonnement vers I'optique 
134 et la puce 12. 

Les moyens de commande de basculement du miroir 130 peuvent 
15 commander toute sequence permettant d'illuminer la puce avec les deux 
types de rayonnement (laser et lampe), par exemple en pivotant entre ses 
deux positions ave une frequence desiree. 

On precise que dans toutes les variantes presentees ci-dessus, les 
moyens d'excitation peuvent comprendre un laser, ou plusieurs lasers 
20 identiques. 

Moyens de lecture 14 

Les moyens de lecture 14 comprennent une chame optique 141 
25 d'acquisition de Pimage du champ 120 de la puce 12, cette puce pouvant 
par ailleurs etre deplacee par rapport au reste du lecteur par un mouvement 
commande de la table 1 1 . 

A cet effet, les moyens de lecture comprennent egalement des 
moyens de registre pour coordonner les deplacements de la table 11. 



24 



La chaine optique 141 comprend ainsi une premiere optique 
d'acquisition 141 1 , et un filtre 1412 interpose entre cette premiere optique et 
une camera CCD 142. 

La chaine optique 141 comprend egalement des moyens de 
5 changement de filtre 14120 (representees sur la figure 1), qui sont relies au 
filtre 1412 et aux moyens 16 de controle de filtres. 

Movens de controle et de commande 

10 

Les moyens de controle et de commande du lecteur comprennent, 
outre la centrale de commande de temperature 15 et les moyens 16 de 
controle de filtres deja 6voques, un ordinateur 17 qui gere !e fonctionnement 
15 de Tensemble des composants du lecteur. 

L'ordinateur est relteaux Elements suivants de maniere a leur 
transmettre des instructions de fonctionnement et/ou a en recevoir des 
informations : 

> sources d'alimentation 1310 et 1320 - l'ordinateur remplit a cet egard 
20 la fonction d'une centrale de commande d'excitation. On precise que 

Pordinateur peut selectivement commander : 

V Tillumination simultanee des molecules de la puce avec la lampe 

et au moins un laser, 
S ou I'excitation s6par§e des molecules avec la lampe et au moins 
25 un laser, 

> centrale de commande de temperature 15 , 

> moyens 16 de controle de filtres, 

> ainsi que les autres 6l6ments de controle et de commande qui 
___ suivent. — 

30 Les moyens de controle et de commande du lecteur comprennent 

ainsi Egalement : 
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♦ un module 18 de commande de deplacement de la table 1 1 , relie a cette 
table et a Tordinateur 17, 

• un module 19 de commande de la camera 142, et d'acquisition des 
images de cette camera, selon des modalites variables qui incluent le 

5 mode temps reel pour le suivi d'un phenomene dynamique ou avec 
temps de pause pour Taugmentation du rapport signal-sur-bruit des 
images avec des spots (signaux d'hybridation) de tres faible intensite. 

10 Fonctionnement du lecteur 

On a ci-dessus decrit en detail la structure du lecteur selon . 
Tinvention. On a egalement aborde certains aspects de son fonctionnement, * 
15 en particulier en ce qui concerne Texcitation des molecules de la puce. On y 
va maintenant detainer le fonctionnement de ce lecteur, en ce qui concerne jf 
le controle de la temperature. 

Plus precisement, on va decrire ce fonctionnement sur la base 
d'une application preferee de Tinvention, qui est Thybridation ' 
20 d'oligonucleotides d'une puce avec les fragments simple brin d'ADN issus 
d'un <§chantillon biologique. 

On precise toutefois que le lecteur selon Tinvention peut etre mis en 
ceuvre pour d'autres applications - par exemple pour r6aliser des reactions 
enzymatiques (en particulier du type ligase, PCR, extension 
25 d'oligonucteotide simple, ...), de criblage de ligands. 

Revenant a Tapplication d-hybridation, on etudie un echantillon 
biologique - par exemple issu d'un patient - pour y detecter certaines 
caracteristiques genetiques. La caract<§ristique recherchee peut par 
exemple etre la presence eventuelle de mutations dans une sequence 
30 d'acide nucleique particuliere, telle par exemple le gene CFTR. 
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Le procede debute de maniere classique avec la preparation d'une 
puce, en constituant aux differents emplacements de la puce des sondes 
nucleiques constitutes a partir de nucleotides correspondant a un acide 
nucleique cible. 

5 Ces sondes sont destinees a etre hybridees avec I'echantillon 

contenant des fragments simple brin d'ADN. 

Les fragments simple brin d'ADN sont obtenus par ailleurs, de 
maniere connue, en particulier par amplification PCR. lis sont associes a un 
marqueur de maniere a permettre leur detection par les moyens de lecture 
10 du lecteur, apres hybridation de ces fragments avec les sondes de la puce. 

On met ensuite en contact lesdites sondes avec I'echantillon de 
maniere a realiser une hybridation selective de certaines sondes avec 
lesdits fragments simple brin d'ADN de I'echantillon. de maniere a constituer 
des duplexes. 

15 On precise que toutes les sondes ne s'hybrident pas avec les brins 

d'ADN de I'echantillon. 

En effet, chaque sonde nucleique s'hybridera preferentiellement 
avec son acide nucleique cible. 

Et certaines sondes correspondent ainsi a un acide nucleique sans 
20 mutation, alors que d'autres correspondent a un acide nucleique 
comprenant une mutation donnee. 

Lors de cette etape d'hybridation se constituent des duplexes, pour 
les sondes qui sont effectivement hybridees. 

Le fait qu'une sonde s'hybride correctement signifie que 
25 I'echantillon contient des fragments simple brin d'ADN correspondant a 
I'acide nucleique cible de ladite sonde. 

Une sonde s'hybridant de la sorte correspond ainsi a un duplex de 
type « match » apres Tetape d'hybridation. 

Et une sonde ne s'hybridant pas - ou s nybndant mal - avec les 
30 fragments simple brin d'ADN de I'echantillon correspond apres I'etape 



27 



d'hybridation a un duplex de type « mismatch » ou meme a un simple brin 
non hybride. 

La temperature est un parametre important de cette etape 
d'hybridation. 

En effet, pour chaque acide nucleique cible il existe : 

• une temperature Tm1 de fusion d'un duplex en configuration 
« mismatch », et 

• une temperature Tm2 de fusion d'un duplex en configuration « match ». 

La temperature de fusion correspond a la temperature a laquelle 
les deux brins de la moitie des duplexes se separent. 

Tm1 est inferieure a Tm2, comme illustre sur la figure 4a. 

Et il est desirable de realiser, pour un acide nucleique cible donne,- 
I'etape d'hybridation a une temperature correspondant a une discrimination 
maximale entre match et mismatch. 

On peut en effet ainsi visualiser seiectivement les duplex « match » 
et « mismatch », avec les moyens de lecture du lecteur de puce. 

Cette temperature desiree est situee entre Tm 1 et Tm2. 

Dans le cas des precedes d'hybridation connus, il est generalement 
necessaire de repeter plusieurs hybridatiohs afin d'aboutir a une 
temperature proche de cette temperature desiree. 

Dans le cas de I'invention, le controle de la temperature par 
I'intermediaire de la centrale de commande de temperature 15 permet de 
s'affranchir de cet inconvenient. 

Plus precisement, cette application de I'invention peut etre mise en 
ceuvre selon deux modes: un mode dit « statique » et un mode dit 
« dynamique ». 

Dans ces deux modes, on va determiner automatiquement : 

♦ la temperature de fusion de chaque acide nucleique cible dans une 
configuration de « match », et 

• la temperature de fusion de chaque acide nucleique cible dans une 
configuration de « mismatch ». 



28 



Mode statique 

Ce mode est bien adapte au cas d'une puce dont les sondes 
5 correspondent au meme acide nucleique cible ou a des acides nucleiques 
cibles ayant des temperatures de fusion voisines. 

Dans ce mode, ladite determination de temperatures de fusion est 
realisee au prealable, de sorte que ces temperatures sont connues avant 
d'effectuer la caracterisation. 
[ 0 Ces temperatures peuvent etre connues de I'operateur qui mene 

cette caracterisation et qui entre en consequence une valeur de consigne 
de temperature dans le dispositif (a I'aide d'une interface reliee a 
Pordinateur 17, ou directement a la centrale 15). 

Ces temperatures peuvent egalement etre memorisees dans une 
15 memoire du lecteur qui est reliee a ladite centrale 15. 

On controle ainsi la temperature de la puce de maniere a realiser 
I'hybridation a une temperature correspondant a une discrimination 
maximale entre match et mismatch. 

On precise que les temperatures de fusion peuvent egalement etre 
20 determinees par le lecteur (voir mode dynamique ci-apres), et memorisees 
pour la mise en ceuvre du mode statique. 

Lors d'une telle determination a priori des temperatures de fusion 
on elabore des courbes de reference equivalentes a celles de la figure 4a. 

Les courbes de reference peuvent ainsi etre constitutes lors d'une 
25 etape precedant I'etape de lecture. 

Dans ce cas, le lecteur est mis en ceuvre pour recueillir la reponse 
des sondes a des fragments simple brins de type connus (fragments 
correspondant a un acide nucleique cible sans mutation, et avec mutation), 

lorsque la temperature varie contiTTument sous reffet de la-rotrmiande-de-la 

30 centrale 15. 
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Et ces courbes peuvent etre memorisees, par exemple dans 
I'ordinateur 17. 

Mode dynamique 

5 

Ce mode est particulierement bien adapte au cas d'une puce dont 
les sondes correspondent a des acides nucleiques cibles dont ies 
configurations « match » ont des temperatures de fusion tres differentes. 

Dans ce mode, on commande une evolution de temperature de la 
10 puce (par exemple augmentation constante ou diminution constante), de 
maniere a passer par les temperatures de fusion des differents acides 
nucleiques cibles des differentes sondes. 

Cette evolution est obtenue par renvoi d'une consigne adaptee de 
la centrale 15 au module 111 associe a la table. 
1 5 Pendant de cette evolution de temperature : 

• les moyens de lecture 14 recueillent en temps reel la reponse des 
duplexes associes aux differents emplacements de la puce a Pexcitation 
des moyens d'excitation 13, et transmettent ladite reponse a I'ordinateur 
18, 

20 ♦ pour chaque emplacement de la puce, revolution de la reponse du 
duplex en fonction de la temperature est memorisee dans une memoire 
de Tordinateur 18. 

Uordinateur construit ainsi pour chaque emplacement de la puce 
une courbe illustrant revolution de reponse de la sonde en fonction de la 
25 temperature, comme represents sur la figure 4b qui illustre le cas tres 
simple d'une puce a quatre emplacements (courbes 1, 2, 3 et 4). 

Les sondes sont r6parties par couples, une sonde du couple 
correspondant a un acide nucleique cible sans mutation, I'autre sonde 
correspondant au meme acide nuc!6ique cible avec une mutation. 
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La reponse des deux sondes de chaque couple va done 
correspondre a deux courbes similaires aux deux courbes de reference de 
la figure 4a. 

Et il sera possible, par analyse des courbes de chaque couple de 
5 sondes, de determiner la sonde « match » et la sonde « mismatch ». 

L'ordinateur comprend a cet effet un programme apte a etablir pour 
chaque emplacement de la puce, a Tissue de la memorisation de ladite 
evolution de reponse, un diagnostic d'etat de la sonde associee a cet 
emplacement. 

10 

EXEMPLE DE MIS E EN OEUVRE DE {.'INVENTION 

Le lecteur de puce selon I'invention permet de lire des puces a ADN. 
15 C'est done egalement un objet de la presente invention de fournir une puce 
a ADN composee de nombreux oligonucleotides (ou sondes) correspondant 
ou comprenant des fragments de gene sauvage ou mute, notamment du 
gene CFTR humain (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance 
Regulator). Une telle puce est particulierement utile pour la detection de 
20 mutations du gene CFTR humain et le diagnostic de la mucoviscidose. 

La mucoviscidose est I'une des maladies autosomiques recessives 
les plus frequentes dans la population caucasienne puisqu'elle affecte 
environ une personne sur 2000 naissance en Amerique du Nord (Boat et 
al M The metabolic basis of inherited disease, 6th Ed. pp2649-1680, McGraw 
25 Hill, New York, 1989). 

La mucoviscidose a ete associee a des mutations dans le gene 
CFTR qui s'etend sur 250 kb et comprend 27 exons. Depuis la 

caractefisafon-dxj-gepe-en 19.8.9ude_QOjnb.Le.u.s.e_s_analyses genetigues ont 

ete menees pour definir le spectre des mutations de ce gene. Celles-ci sont 
"30" — d'une grande variet eT-efplns~de"85 0 mulaliuns on t^insr-ete-earaetefiseesT 
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Cependant une mutation se retrouve a elle seuie presente chez 50% des 
patients, il s'agit de la mutation Delta F508. La majorite des autres 
mutations est presente avec une faible incidence chez les patients (1-5 %). 

Cette observation explique la complexity du developpement des tests 
5 de diagnostic disponibles. Un test de diagnostic permet ainsi la detection 
d'environ 30 mutations distinctes en mettant en oeuvre des reactions de 
ligation en tube (OLA; Perkin Elmer). 

D'autres approches impliquant les technologies des puces a ADN ont 
ete developpees pour ('identification des mutations du gene humain CFTR. 

10 II convient ainsi de citer les brevets US 6,027,880, US 5,837,832, US 
5,972,618, US 5,981,178). Neanmoins, a ce jour aucun test ne permet la 
detection des mutations les plus frequentes du gene CFTR de maniere 
simple, rapide, efficace et fiable. C'est le probleme que se propose 
egalement de resoudre la presente invention en developpant une puce a 

15 ADN pour la detection de mutations du gene CFTR humain susceptible 
d'etre utiliser avec le lecteur selon ^invention. 

Caracteristiques de la puce CFTR 

20 La presente invention fournit done un r6seau d'oiigonucleotides ou 

puce a ADN (puce CFTR), pour la detection de mutations du gene CFTR 
humain. Ce reseau comprend un support solide sur lequel une pluralite 
d'oligonucleotides differents (les sondes) sont attaches de maniere a ce que 
les dits oligonucleotides s'hybrident de mantere efficace avec des 

25 oligonucleotides ou polynucleotides complementaires (e'est-a-dire avec des 
oligonucleotides ou polynucleotides cibles present dans Pechantillon 
biologique a tester, ou bien deriver de celui-ci), et de maniere a ce que les 
dits oligonucleotides ayant des sequences de nucleotides differentes soient 
Ii6s au dit support solide a des emplacements separes de sorte que des 
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oligonucleotides ayant une sequence nucleique specifique s'hybrident de 
maniere efficace avec des oligonucleotides ou des polynucleotides 
complementaires cibles a une localisation particuliere sur le dit support 
solide. 

5 Ledit reseau se caracterise en ce qu'il comprend au moins une paire, 

au moins deux paires, au moins trois paires, au moins quatre paires, au 
moins cinq paires d'oligonucleotides, au moins 6, au moins 7, au moins 8, 
au moins 9, au moins 10, au moins 15 paires d'oligonucleotides, chaque 
paire d'oligonucleotides etant constitute par un oligonucleotide 

10 correspondant ou comprenant un fragment oligonucleotidique du gene 
CFTR sauvage (wt) et un oligonucleotide correspondant ou comprenant un 
fragment oligonucleotidique du gene CFTR mute (mut) et un oligonucleotide 
de controle negatif (cont) qui forme un duplex « mismatch » tant avec le 
gene CFTR mute que sauvage. 

15 Deux ensembles de sondes de longueur environ 20 nt (en fonction 

de la composition de base) et de 15 nt sont constitues. 

De preference, ledit ensemble (sauvage/mute/controle) est 
selectionne dans le groupe compose de : 

20 ensemble N°1 : (cet ensemble n'a pas de sonde de contrdle) 
TAGGAAACACCAAAGATGATATTT (SEQ ID N°1) 24 mer 
CATAGGAAACACCAATGATATTTT (SEQ ID N°2) 24 mer 

ensemble N°2 : 
25 AGGAAAACTGAGAACAGAATG (SEQ ID N°3) 21 mer 
AG G AAAACTAAGAAC AG AATG (SEQ ID N°4) 21 mer 
AGGAAAACTTAGAACAGAATG (SEQ ID N° 5) 21 mer 



30 ensemble N°3 : 
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AC CTTCT C C AAG AACTATATTG (SEQ ID N°6) / 22 
ACCTTCTCAAAGAACTATATTG (SEQ ID N°7) 22 r 
ACCTTCTCTAAGAACTATATTG (SEQ ID N° 8) 22 

ensemble N°4 : 

TTCTTGCTCGTTGACCT (SEQ ID N° 9) / 17 mer 
TTCTTGCTC ATTGAC CT (SEQ ID N°1 0) 17 mer 
TTCTTGCTCCTTGACCT (SEQ ID N°1 1) 17 mer 



ensemble N°5 : 

TC GTTG AC CTC C AC TC A (SEQ ID N°12) / 17 mer 
TCGTTGATCTCCACTCA (SEQ ID N°13) 17 mer 
TCGTTGAACTCCACTCA (SEQ ID N°14) 17 mer 

ensemble N°6 

ACCTTCTCCAAGAAC (SEQ ID N°15) / 15 mer 
ACCTTCTCAAAGAAC (SEQ ID N°16) 15mer 
ACCTTCTCTAAGAAC (SEQ ID N° 17) 15mer 

ensemble N°7 : 

CTTGCTCGTTGACCT (SEQ ID N° 18) / 15 mer 
CTTGCTCATTGACCT (SEQ ID N°19) 15 mer 
CTTGCTCCTTGACCT (SEQ ID N°20) 1 5 mer 

ensemble N°8 : 

TCGTTGACCTCCACT (SEQ ID N°21) / 15 mer 
TCGTTGATCTCCACT (SEQ ID N°22) 15 mer 
TCGTTGAACTCCACT (SEQ ID N°23) 15 mer 
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La paire N°1 permet la detection de la mutation la plus frequente du 
5 gene CFTR qui est la mutation delta F508 situe dans I'exon 10. Cette 
mutation correspond a une deletion de 3 paires de bases (codon AGA) qui 
resulte dans la deletion de I'amino acide 508 de la proteine CFTR. 

L'ensemble N°2 permet la detection de la mutation Q493X de I'exon 
10 du g§ne CFTR. Cette mutation correspond a une substitution G -> A en 
10 position 493 qui resulte dans I'apparition d'une mutation non-sens. 

Les ensembles N°3 et 6 permet la detection de la mutation G542X 
de I'exon 11 du gene CFTR. Cette mutation correspond a une substitution C 
-> A en position 542 qui resulte dans I'apparition d'une mutation non-sens. 
Les ensembles N°4 et 7 permet la detection de la mutation R553X 
15 de I'exon 1 1 du gene CFTR. Cette mutation correspond a une substitution G 
-> A en position 553 qui resulte dans I'apparition d'une mutation non-sens. 

Les ensembles N°5 et 8 permet la detection de la mutation G551D 
de I'exon 11 du gene CFTR. Cette mutation correspond a une substitution C 
-> T en position 551 qui resulte dans la substitution d'une glycine en 
20 position 551 par un acide aspartique. 

De maniere preferee, la presente puce CFTR comprend au moins 
l'ensemble des cinq paires d'oligonucleotides precSdentes. La puce CFTR 
selon I'invention se caracterise en ce que les oligonucleotides qui la 
compose, ont lorsqu'ils sont sous forme double brin, des temperatures de 
25 fusion (Tm) similaires et de preference comprises entre environ 55 et 85 °C, 
environ 65 et 75 C C, de preference voisines de environ 70 °C (dans du 1 M 
NaCI). Ainsi, I'oligonucleotide de sequence : 

De maniere facultative, la puce CFTR selon I'invention comprend en 
outre des oligonucleotides controle negatits, cest-sFdire des sondes 
30 formant d es h ybride s avec m esap pariements avec toutes les cibles 



6tudi6es. 
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Le choix des sequences des oligonucleotides immobilises sur la 
surface solide est d'une grande importance a Tobtention d'une bonne 
distinction entre les hybrides avec mismatch et sans mismatch. Ainsi, un 
des parametres importants reside dans ia conception des sondes de , 
5 manure a eviter la probabilite de formation de structures intramoleculaires 
secondares ainsi que la probabilite de formation de complexes 
intermoleculaires par les sondes immobilisees, car ces structures diminuent 
de fa<?on importante Tefficacite d'hybridation de la cible sur la sonde, ainsi 
que la distinction entre les hybrides avec ou sans mismatch. Ainsi, les 

10 exigences relatives aux caracteristiques de {'oligonucleotides sont atteintes 
par le choix de la sequence nucieique de I'oligonucleotides, notamment de 
sa longueur et de sa composition en base, et/ou par Padjonction de 
nucleotides additionnels pour modifier le Tm ou la possibility de formation v 
de structures intramoleculaires et de complexes intermoleculaires. Ces *. 1 : 

15 exigences difficiles a satisfaire justifient Tactivite inventive de la presente 'A 
invention. 

La puce CFTR selon Pinvention revetue de paires de sondes'?- 
oligonucleotidiques, est caracterisee en ce que lesdites sondes * 
oligonucleotidiques sont depos<§es sous la forme d'emplacements ou de 

20 spots dont le diametre moyen est compris entre 20 pm et 500 pm, de 
preference entre 50 pm et 200 pm. 

La distance moyenne entre le centre de chacun des emplacements 
de sondes oligonucleotidiques est variable et depend de la puce, mais its 
sont definis de sorte a ne pas affecter les reactions d'hybridation sur deux 

25 emplacements voisins. Neanmoins, de preference cette distance est 
comprise entre 50 pm et 80 p, entre 1 000 pm et 2 500 pm, ou entre 100 
pm et 500 pm.Au niveau de chaque emplacement, de preference de 
multiples copies d'un m§me oligonucleotide sont deposees. Ainsi, chaque 
emplacement comprend de preference au moins 1 , au moins 2, ou de fa?on 

30 frSquente au moins 16, d'un meme oligonucleotide. 
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Le nombre d'emplacements sur la puce selon I'invention est variable 
et depend du nombre de paires d'oligonucleotides deposees sur la surface 
solide. De preference, il s'agit d'un r6seau moyenne densite, c'est-a-dire 
avec un nombre d'emplacements restraints. Ainsi, le nombre desdits 
5 emplacements est d'au moins 2 par cm 2 , d'au moins 4 par cm 2 , d'au moins 
6 par cm 2 d'au moins 8 par cm 2 , d'au moins 10 par cm 2 , d'au moins 50 par 
cm 2 , d'au moins 100 par cm 2 , d'au moins 500 par cm 2 , d'au moins 1000 par 
cm 2 , d'au moins 10 000 par cm 2 , d'au moins 50 000 par cm 2 , d'au moins 
100 000 par cm 2 

10 Le support solide de la puce CFTR selon I'invention est choisi parmi 

les supports solides en verre, en plastique, en Nylon®, en Kevlar®, en 
silicone, en silicium ou en polyoses. De preference, le support solide est 
une lame de verre, de maniere plus preferee une lame de verre de 
microscope. 

15 De preference il s'agit d'une lame fonctionnalisee avec un aldehyde. 

A titre d'exemple de lame de verre 2D disponibles dans le commerce La 

puce selon I'invention est de preference choisie parmi le type 2D micro- 

reseau ou 3D-micro-r6seau. Selon un premier mode de realisation il s'agit 

de puce 2D dont les sondes sont fixees de preference par une chimie 
20 amino- et aldehyde selon les m6thodes connues de I'homme de Tart. De 

I'ADN non modifie et de I'ADN amino-modifie peuvent ainsi respectivement 

hybrides sur ces substrats par liaison covalente. 

On peut citer les lames de type substrat SuperAIdehyde pour 

'immobilisation d'ADN amino-modiftee ou de type substrat SuperAmine pour 
25 Pimmobilisation d'ADN non modifie, (par exemple les lames TeleChem 

Array It - marque deposee). 

Le principe general de Pimmobilisation de I'ADN amino-modifie sur 

lame fonctionnalisee avec un aldehyde du commerce est illustre sur la 

figure 5 

30 Les figures 6 et 7 tllustrent I'effet de modification du protocole, de 

maniere a realiser un couplage de I'AND avec une surface de 
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SuperAldehyde sous haute humidite (humidite dans une boTte de plastique 
fermee d'un volume d'environ 700 cm 3 remplie par un demi-volume d'eau). 

Cette modification permet une augmentation de I'efficacite 
d'immobilisation et du ratio signal/bruit. 

Selon un second mode de realisation il s'agit de puce 3D a base 
d'hydrogel, telles que les 3D-link activated slides™ (Motorola) qui 
presentent I'avantage (i) d'une plus grande efficacite demobilisation des 
sondes, et ainsi une meilleure intensite du signal d'hybridation ; (ii) d'une 
meilleure distinction entre les hybrides avec ou sans mismatches (Livshits 
et Mirzabekov, 1996, Theoretical analysis of the kinetics of DNA 
hybridization with gel-immobilized oligonucleotides. Biophys. J. Nov. ; 71(5) 
2795-2801). 

De preference les oligonucleotides de la puce CFTR decrits ci- 
dessus sont deposes et lies a la surface solide sous la forme d'ADN 
monobrin par Tune des extremites de I'oligonucleotides. De preference il 
s'agit de I'extremite 3'. 

Mise en oeuvre de la puce CFTR 

Procedure 

Materiels et methodes : conditions d'hybridation 

Hybridation d'olegonucleotides et puce 

Un echantillon realise a partir d'un melange de : 

• oligonucleotides non mutes (« wild type » ou « wt »), marques 
avec un fluorophore Cy3, et 

• oligonucleotides mutes (« mutated » ou « mut »), marques avec 
un fluorophore Cy5 

a ete hybride sur une puce : 

AAATATCATCTTTGGTGTTTCCTA-Cy3 (AF508-\Art) 
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AAAATATCATTGGTGTTTCCTATG-Cy5 (AF508-mut) 

CATTCTGTTCTCAGTTTTCCT-Cy3 (Q493X-wt) 
CATTCTGTTCTTAGTTTTCCT-Cy5 (Q493X-mut) 

5 

AATATACTTG G AG AAGGT-Cy 3 (G542X -wt) 
ACCTTCTCAAAGTATATT-Cy5 (G542X-mut) 

AGGTCAACGAGCAAGAA-Cy3 (R552X -wt) 
10 AGGTC AATG AG C AAG AA-Cy 5 (R552X -mut) 

TGAGTGGAGGTCAACGA-Cy3 (G551D-wt) 

15 TGAGTGGAGATCAACGA-Cy5 (G551D-mut) 

La figure 8 rnontre les images d'hybridation correspondent a 
I'hybridation des oligonucleotides AF508-wt, AF508-mut, Q493-wt et 
Q493X-mut sur la puce. 

On observe une discrimination match/mismatch pour toutes les 
20 mutations. 

Materiels et methodes : conditions d'hybridation 



les oligonucleotides marques a Textremite 3' de la firme Metabion 
25 ont ete utilises. La qualite des oligonucleotides a ete verifiee dans un gel a 
20% de pulyauy l amide, dans des condi tton^-de^natttfattort: 
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L'hybridation des oligonucleotides marques par fiuorophore sur la 
puce a ete realisee dans une solution de type 2xSSC, 0.2% SDS, 0.2 
mg/ml BSA a temperature ambiante, pendant 12 heures. Le volume de la 
chambre d'hybridation etait de 180 nl, la concentration de chaque 
5 oligonucleotide etait 0.1 uM. 

Le lavage post hybridation de la puce a ete ensuite realise dans une 
solution 2xSSC, 0.2% SDS pendant une minute a temperature ambiante. 

La puce a ensuite ete sechee par centrifugation pendant une minute 
a 500 x g en accord avec le protocole TeleChem, puis lue. 

10 De maniere generate, cette application de I'invention comprend 

Putilisation d'une puce CFTR selon I'invention pour la detection de la 
presence eventuelle de mutation dans la sequence du gene CFTR d'un 
patient, de preference en mettant en oeuvre le lecteur selon I'invention. 
Les etapes essentieiles de ce procede sont les suivantes : 

15 • Preparation de ['oligonucleotide ou du polynucleotides cibles : 

L'ADN genomique, ou les ARN messagers, ou leurs fragments, sont extraits 
de I'echantillon biologique selon les methodes couramment utilisees par 
I'homme du metier. En utilisant les technologies de I'ADN recombinant, les 
ARN sont eventuellement transformer en ADNc (ADN complementaires). 

20 L'ADN ainsi isole est ensuite fragmente et ou soumis a une amplification par 
PCR pour generer des fragments oligonucleotidiques. Ceux-ci sont 
marques, avant, simultanement ou apres avec des marqueurs generateur 
de signal selon les methodes conventionnelles. Selon un mode prefer^ de 
realisation, I'ADN ainsi isole est amplifie par PCR a I'aide d'amorce 

25 specifique de la region du gene CFTR teste en utilisant des nucleotides 
marques ou modifies. Les ADNs, ADNc, ou ARNs ainsi marques sont 
ensuite denatures pour obtenir des molecules simple brin. 

• Marquage fluorescent du produit ssPCR 
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Un produit ssPCR exon 10 (longueur d'environ 400 nt) a et§ marque 
3'-end avec des marqueurs fluorescents Cy3 ou Cy5, comme suit : 
- 100 pmol de produit ssPCR ete dissous dans 25 pi d'une solution : (1x 
TdT tampon, 400 pmol de Cy3-UTP (ou Cy5-UTP) dans de i'eau), 
5 - 10 unites de TdT ont ete ajoutees. 

La reaction a ete r£alisee a 37 °C pendant 1 heure. Les marqueurs non lies 
ont ete supprimes avec des colonnes de QIAGEN® DyeEx™ Spin Kit selon 
le protocole de QIAGEN . 

10 • Hybridation des ADN cibles avec les oligonucleotides de la 

puce : 

Les ADNs, ADNc, ou ARNs ainsi marques et denatures sont ensuite 
deposes sur la puce et, le cas echeant, se lient par hybridation specifique 
dans des conditions d'hybridation de stringence definie avec les sondes 

15 oligonucleotidiques. Apres un lavage pour eliminer Texces d'ADNs, ADNc, 
ou ARNs marques et/ou hybrides de maniere non specifique, les duplexes 
formes sont detectes en mettant en oeuvre le lecteur selon ('invention. 

L'analyse des mutations du gene CFTR peut se faire selon une 
premiere methode qui consiste a comparer les intensites des signaux 

20 d'hybridation des oligonucleotides cibles sauvage (wt) et/ou mute sur la 
bipuce CFTR, en utilisant une seul type d'oligonucleotide cible marque avec 
un fluorophore. Un seconde approche utilise Thybridation sur la puce CFTR 
d'au moins deux oligonucleotides cibles differents marques avec des 
marqueurs generateur de signal distincts, Tun des oligonucleotides 

25 provenant de Techantillon d tester, Tautre correspondant a un 
ologonucleotide de reference (en general, Toligonucleotide correspondant a 
la sequence sauvage). 



hybridation 
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L'hybridation de sondes sur les dits oligonucleotides cibles est 
realisee a une temperature d'environ 20°C dans !e tampon d'hybridation 
defini ci-apres et ne comprenant pas de formamide. L'homme du metier 
devra adapter ces conditions d'hybridations si le milieu d'hydridation utilise 
contient de la formamide. 

De maniere preferee, le milieu d'hybridation de la dite puce CFTR 
- selon Invention comprend au moins du SSC 6X (1 x SSC correspond a une 
solution 0,15 M NaCI + 0,015 M citrate de sodium), du sodium dodecyl 
sulfate 0,2 %, et optionellement 0,2 mg/ml de serum albumine bovine. 
L'homme du metier pourra eventuellement modifier ces conditions avec des 
composes ayant une fonction analogue dans le tampon d'hybridation. Ainsi, 
il pourrait etre envisager de remplacer la serum albumine bovine par de la 
gelatine ou le tampon SSC par du tampon SSPE (5X SSPE se compose de 
750 M NaCI, 50 mM Na phosphate, 5 mM EDTA, pH 7,4). 

Par conditions permettant l'hybridation specifique d'acides nucleiques ' 
cibles avec lesdites sondes oligonucleotidiques, il s'agit de preference de 
conditions de forte stringence notamment telles que definies ci-apres. Les 
conditions « stringentes » sont des conditions dans lesquelles une sonde va 
hybrider sur sa sequence cible, mais pas sur les autres sequences. Les ' 
conditions de stringences sont dependantes de la sequence, et sont 
differentes en fonction des circonstances. Une variete de facteur peut 
influencer la stringeance d'hybridation. Parmi ceux-ci, il convient de citer la 
composition en base, la taille des brins complementaires, la presence de 
solvants organiques et la longueur des mesappariements de bases. Pour 
une discussion sur les facteurs generaux qui influenced l'hybridation, on 
peut se referer par exemple au WO 93/02216 ou Ausubel et al. (Current 
Protocol in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, Inc and John 
Willey and Sons, Inc). En general, les conditions de stringence sont 
selectionnees de sorte que la temperature est de 5°C inferieure a la 
temperature du point de fusion (melting point, Tm), pour une sequence 
specifique a une force ionique et un pH defini. Le Tm est la temperature 
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(sous des conditions de force ionique, de pH, et de concentration en acide 
nucleique definies) a laquelie 50% des sondes complementaires a une 
sequence cible s'hybrident a la sequence cible a l'equilibre. De maniere 
classique, des conditions de stringence incluent une concentration en sel 
5 d'au moins environ 0,01 M jusqu'a 1M de concentration de sodium ou 
d'autres sels, a un pH de 7,0 jusqu'a 8,3 et une temperature d'au moins 
environ 30°C pour les petites sondes (10 a 50 nucleotides). Des conditions 
de stringence peuvent egalement etre obtenues avec I'addition d'agents 
destabilisants tels que la formamide ou les sels de tetra-alkyl-ammonium. 
10 Par exemple, les conditions de stringence de 5X SSPE (750 M NaCI, 50 
mM Na phosphate, 5 mM EDTA, pH 7,4) et une temperature de 25°-30°C 
sont des conditions habituellement ufilisees pour 1'hybridation de sondes 

specifiques d'alleles. 

Une hybridation dans des conditions de forte stringence signifie que 
15 les conditions de temperature et de force ionique sont choisies de telle 
maniere qu'elles permettent le maintien de 1'hybridation entre deux 
fragments d'ADN ou d'ARN/ADN complementaires. A titre illustratif, des 
conditions de forte stringence de I'etape d'hybridation aux fins de definir les 
conditions d'hybridations decrites ci-dessus, sont avantageusement les 
20 suivantes: 1'hybridation ADN-ADN ou ADN-ARN est realisee en deux 
Stapes : (1) prehybridation a 42°C pendant 3 heures en tampon phosphate 
(20 mM, pH 7,5) contenant 5 x SSC, 50 % de formamide, 7 % de sodium 
dodecyl sulfate (SDS), 10 x Denhardt's, 5 % de dextran sulfate et 1 % 
d'ADN de sperme de saumon ; (2) hybridation proprement dite pendant 20 
25 heures a une temperature dependant de la taille de la sonde (i.e. : 42°C, 
pour une sonde de taille > 100 nucleotides) suivie de 2 lavages de 20 
minutes a 20°C en 2 x SSC + 2 % SDS, 1 lavage de 20 minutes a 20°C en 
0,1 x SSC + 0,1 % SDS. Le dernier lavage est pratique en 0,1 x SSC + 0,1 

o /o SDS pendant 30 minutes a 60X pour une sonde de tailte->-t£>0- 

30 nucleotides. Les conditio ns d'hybridation de forte st ringence decrit es ci- 
dessus pour un polynucleotide de taille definie, peuvent etre adaptees par 
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Thomme du metier pour des oligonucleotides de taille plus grande ou plus 
petite, selon Tenseignement de Sambrook et ai (1989, Molecular cloning: a 
laboratory manual. 2nd Ed. Cold Spring Harbor). 

Enfin, Thybridation peut etre realisee dans un atmophere plus ou 

5 moins humide. Des conditions d'hybridation en faible humidite ou en forte 
humidite pourront permettre d'optimiser la specificite d'hybridation. 

La stringence peut etre determinee de maniere empirique en 
augmentant de maniere graduelle les conditions de la stringence, par 
exemple en augmentant la concentration en sel, ou en augmentant la 

10 temperature jusqu'a ce que Ton obtienne le niveau desire de sp6cificites. La 
presente invention permet ainsi d'augmenter les conditions de stringence eh 
controlant avec precision une augmentation de la temperature. 

L'invention fournit 6galement un kit de diagnostic de la 
mucoviscidose comprenant un reseau d'oligonucleotides ou puce CFTR 

15 selon Tinvention. Le kit ou n6cessaire pour la detection de mutations ou le 
genotypage du gene CFTR humain dans un echantillon, est caracterise en 
ce qu'il comprend une puce CFTR selon Tinvention et optionnellement les 
reactifs necessaires au marquage des oligonucleotides ou polynucleotides 
cibles. C*est done egalement un objet de la presente invention d'utiliser le 

20 reseau d'oligonucleotides selon Tinvnetion, ou puce CFTR pour le 
diagnostic de la mucoviscidose chez un individu. 

La presente invention a egalement pour objet un proc§de pour la 
detection de mutations du gene CFTR a partir d'un echantillon, caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

25 a) le depot de Techantillon contenant des oligonucleotides ou des 

polynucleotides cibles, derives du gene CFTR humain dans lequel on 
cherche a detecter la presence eventuelle de mutations, sur une puce 
revetue de sondes oligonucleotidiques selon Tinvention, dans des conditions 
permettant Thybridation specifique de ces oligonucleotides ou des 

30 polynucleotides cibles avec lesdites sondes oligonucleotidiques; 
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b) le cas echeant, ie rin?age de la puce obtenue a I'etape a) dans les 
conditions appropriees afin d'eliminer les acides nucleiques de I'echantillon 
non captures par hybridation ; et 

c) la detection, facultativement a I'aide du lecteur selon I'invention, 
5 des acides nucleiques captures sur la puce par hybridation. 

C'est egalement un des objets de la presente invention de fournir un 
procede in vitro de diagnostic de la mucoviscidose chez un individu 
comprenant les etapes suivantes: 

(a) obtention d'au moins un fragment d'ADN derive du gene CFTR 
10 d'un individu; 

(b) marquage dudit fragment avec un marqueur generateur de signal; 
optionellement denaturation dudit fragment pour obtenir un fragment 
simple brin. 

(c) hybridation du dit fragment marque avec un reseau 
15 d'oligonucleotides selon I'invention. 

(d) detection du fragment d'ADN s'hybridant specifiquement avec un 
ou plusieurs oligonucleotides du dit reseau ; 

(e) optionellement determination de la presence d'une muatation du 
gene CFTR chez le dit individu. 

20 Selon un mode prefere de realisation de IMnvention, les dits 

fragments sont marques a Tetape (b) directement ou indirectement par un 
marqueur generateur de signal selon Pinvention ; de preference il s'agit d'un 
marqueur fluorescent choisi dans le groupe compose de de Cy3, Cy5, FITC, 
TexasRed (Rhodamine) ,Bodipy630/650 t I'Alexa 488, Alexa 350... 

25 Selon un premier mode de realisation, une acide nucleique cible 

unique marque avec un marqueur generateur de signal est hybride sur la 
dite puce CFTR. 

Selon un second mode de realisation, au moins un, au moins 2, au 
moins 3, au moins 4, au moins 5, au moins 6, au moins 7, au moins 8, au 
30 moins 9. au moins 10 acides nucleiques cibles marques avec un mar queur 
generateur de signal est/ont hybride(s) sur la dite puce CFTR.. 
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Le lecteur selon I'invention permet en effet de detecter 
simultanement ou de maniere decale dans le temps des hybrides ou 
duplexes marques avec des marqueurs differents. 
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REVENDICATIONS 



5 1 . Dispositif de lecture et analyse de puces, comprenant : 

. Une table pour recevoir une puce destinee a caracteriser au moins 
un echantillon, 

. Des moyens d'excitation des molecules ou des cellules de la puce, 
apres reaction avec d'autres molecules, 
10 .Des moyens de lecture et d'analyse des molecules soumises a 
excitation, 

caracterise en ce que les moyens d'excitation comprennent une lampe a 
spectre large et au moins un laser. 

15 2. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que la 
lampe est une lampe a mercure. 

3. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le laser est un laser dont le rayonnement est centre sur une 

20 longueur d'onde de l'ordre de 635 nm. 

4. Dispositif selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le lecteur comprend plusieurs lasers. 

25 5. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que les 
lasers sont centres sur la meme longueur d'onde. 

6. Dispositif selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
que les moyens d'excitation comprennent au moins un laser assode"^- 
3 0 un module d e balavaq e de son faisceau pour exciter les mo lecules a 
analyser. 
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REVINDICATIONS 



1 . Dispositlf de lecture et analyse de puces, comprenant : 

5 • Une table pour recevoir une puce destin6e a caracteriser au moins 
un 6chantiIlon, 

• Des moyens d'excitation des molecules ou des cellules de la puce, 
aprds reaction avec d'autres motecules, . 

• Des moyens de lecture et d'analyse des motecules ou cellules 
10 soumises & excitation, 

caract§ris6 en ce que les moyens d'excitation comprennent une lampe a 
spectre large et au moins un laser. 

2. Dispositif selon la revendication pr6c6dente, caracterise en ce que la 
15 lampe est une lampe a mercure. f 

3. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 1 / 
que le laser est un laser dont le rayonnement est centre sur une* 
longueur d'onde de I'ordre de 635 nm. 

20 

4. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le dispositif comprend plusieurs lasers. 

5. Dispositif selon la revendication precedente, caract§ris6 en ce que les 
25 lasers sont centres sur la meme longueur d'onde. 

6. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que les moyens d'excitation comprennent au moins un laser associe & 
un module de balayage de son faisceau pour exciter les molecules £ 

30 analyser. 
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7. Dispositif selon la revendication pr6cedente, caracterise en ce que le 
lecteur comprend deux lasers et les modules de balayage des deux 
lasers commandent deux balayages respectifs des molecules dans deux 

5 directions orthogonales. 

8. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les 
moyens d'excitation comprennent au moins un ensemble de laser 
comprenant un laser dont le rayonnement est guide par une fibre 

10 optique. 

9. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que les 
moyens d'excitation comprennent deux ensembles de laser identiques. 

15 10. Dispositif selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les 
moyens d'excitation comprennent un laser fixe (132") qui dirige son 
faisceau vers deux ensembles de miroir successifs montes en s6rie et 
dont le deplacement est commande le long de deux directions 
differentes. 

20 

11. Dispositif selon la revendication prec6dente, caracterise en ce que le 
deplacement des deux ensembles de miroir sont commandes de 
maniere a produire un faisceau qui peut emprunter toute sequence 
desir§e sur la puce. 

25 

12. Dispositif selon Tune des revendications 1 a 5 f caracterise en ce que les 
moyens d'excitation comprennent une lampe et un laser dont les 
rayonnements empruntent un meme chemin optique grace a un miroir 
basculant (130) apte a pivoter autour d'un axe (1300) entre deux 

30 positions pour dinger un de ces deux rayonnements vers la puce. 
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7. Disposltif selon la revendication pr6c6dente, caracterise en ce que ie 
dispositif comprend deux lasers et les modules de balayage des deux 
lasers commandent deux balayages respectifs des molecules dans deux 
directions orthogonales. 

5 

8. Dispositif selon Tune des revendications 1 & 5, caracteris6 en ce que les 
moyens d'excitation comprennent au moins un ensemble de laser 
comprenant un laser dont le rayonnement est guide par une fibre 
optique. 

10 

9. Dispositif selon la revendication pr6cedente, caracteris6 en ce que les 
moyens d'excitation comprennent deux ensembles de laser identiques. 

10. Dispositif selon Tune des revendications 1 & 5, caracterise en ce que les 
15 moyens d'excitation comprennent un laser fixe (132") qui dirige son : 

faisceau vers deux ensembles de miroir successifs montes en serie et*. 
dont le deplacement est command^ le long de deux directions & 
differentes. T 

20 1 1 . Dispositif selon la revendication pr6c6dente, caracteris6 en ce que le 
deplacement des deux ensembles de miroir sont commandes de 
manfere a produire un faisceau qui peut emprunter toute sequence 
desir£e sur la puce. 

25 12. Dispositif selon Tune des revendications 1 & 5, caracteris§ en ce que les 
moyens d'excitation comprennent une lampe et un laser dont les 
rayonnements empruntent un m§me chemin optique grace £ un miroir 
basculant (130) apte £ pivoter autour d'un axe (1300) entre deux 
positions pour diriger un de ces deux rayonnements vers la puce. 

30 
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13. Dispositif selon Tune des revendications prec6dentes, caracterise en ce 
que une chaine optique est interposee entre la larnpe et les molecules a 
exciter, tandis que I'excitation par laser se fait par illumination directe 
des molecules. 

5 

14. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que ladite 
chaine optique comprend des filtres de la lumi&re d'excitation a bande 
passante etroite ainsi que des filtres a bande passante etroite de la 
lumiere en emission et un s6parateur de faisceau. 

10 

15. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le lecteur comprend 6galement une centrale de commande 
d'excitation reliee a chacun des moyens d'excitation pour la commande 
de leur fonctionnement. 

15 

16. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que ladite 
centrale de commande d'excitation est apte a selectivement commander 
Pillumination simultan£e ou successive des molecules avec la lampe et 
au moins un laser, ou I'excitation separee des molecules avec la lampe 

20 et au moins un laser. 

1 7. Dispositif de lecture et d'analyse de puces, comprenant : 

• Une table pour recevoir une puce destinee a caracteriser au moins 
un echantillon, 

25 ♦ Des moyens d'excitation des cellules ou molecules de la puce, apres 
reaction avec d'autres molecules ou cellules, 

• Des moyens de lecture des molecules ou cellules soumises a 
excitation, 

« . — — — . — 

caracterise en ce que le lecteur comprend 6galement une centrale de 

3jQ commands. deJaJtemperature 
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13. Dispositif selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
que une chatne optique est interposee entre la lampe et les molecules a 
exciter, tandis que I'excitation par laser se fait par illumination directe 
des molecules. 

5 

14. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que ladite 
chatne optique comprend des filtres de la lumiere d'excitation a bande 
passante etroite ainsi que des filtres a bande passante etroite de la 
lumiere en emission et un separateur de faisceau. 

10 

15. Dispositif selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le dispositif comprend egalement une centrale de commande 
d'excitation reliee a chacun des moyens d'excitation pour la commande 
de leur fonctionnement. 

15 

16. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que ladite;;? 
centrale de commande d'excitation est apte a selectivement commander*- 
I'illumination simultanee ou successive des molecules avec la lampe et 
au moins un laser, ou I'excitation separee des molecules avec la lampe 

20 et au moins un laser. 

17. Dispositif selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
que le dispositif comprend egalement une centrale de commande de la 
temperature. 

25 

18. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que la 
table comprend un capteur de temperature relie a ladite centrale de 
commande de temperature. 

30 19. Dispositif selon I'une des trois revendications precedentes, caracterise 
en ce que le dispositif comprend un module de 
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18.Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que la 
table comprend un capteur de temperature relie a ladite centrale de 
commande de temperature. 

5 19.Dispositif selon Tune des deux revendications precedentes, caracterise 
en ce que le lecteur comprend un module de chauffage/refroidissement 
associe a la table et destine a contrdler sa temperature, ledit module de 
chauffage/refroidissement etant relie a la centrale de commande de 
temperature. 

10 

20. Dispositif selon I'une des trois revendications precedentes, caracterise 
en ce que le lecteur comprend egalement des moyens de traitement 
comprenant un microprocesseur et relies a la centrale de commande de 
temperature ainsi qu'aux moyens de lecture. 

15 

21. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que le 
lecteur comprend des moyens de memorisation de courbes de reference 
de la reponse des match et mismatch des molecules aux moyens 
d'excitation en fonction de la temperature. 

20 

22. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que les 
moyens de memorisation sont relies a des moyens permettant de 
determiner une temperature de fusion des match et mismatch des 
molecules a partir desdites courbes de reference. 

25 

23. Dispositif selon I'une des six revendications precedentes, caracterise en 
ce que la centrale de commande de temperature est apte a commander 
le fonction nement du lecteur selon un mode « statique » dans lequel des 
courbes de reference preetablies de la reponse des matcn et mismatch - 

30 des molecule s en fonction de la temper ature sont utilisees pour etablir 
une temperature de consigne apte a etre transmise par ladite centrale 
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chauffage/refroidissement associe & la table et destine 3 contrdler sa 
temperature, ledit module de chauffage/refroidissement etant relie a la 
centrale de commande de temperature. 

5 20. Dispositif selon I'une des quatre revendications prec§dentes, caracterise 
en ce que le dispositif comprend 6galement des moyens de traitement 
comprenant un microprocesseur et relies & la centrale de commande de 
temperature ainsi qu'aux moyens de lecture. 

10 21. Dispositif selon la revendication prec6dente, caracterise en ce que le 
dispositif comprend des moyens de memorisation de courbes de 
reference de la reponse des match et mismatch des molecules aux 
moyens d'excitation en fbnction de la temperature. 

15 22. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que les ■• 
moyens de memorisation sont relies & des moyens permettant dec 
determiner une temperature de fusion des match et mismatch des'r 
molecules £ partir desdites courbes de reference. < * 

20 23. Dispositif selon Tune des sept revendications prec6dentes, caracterise 
en ce que la centrale de commande de temperature est apte 
a commander le fonctionnement du dispositif selon un mode « statique » 
dans lequel des courbes de reference preetablies de ia r6ponse des 
match et mismatch des molecules en fonction de la temperature sont 

25 utilis6es pour etablir une temperature de consigne apte & §tre transmise 
par ladite centrale de commande de temperature pour commander ia 
temperature de ladite table. 

24. Dispositif selon Tune des huit revendications precedentes, caracterise en 
30 ce que la centrale de commande de temperature est apte & commander 
le fonctionnement du dispositif selon un mode « dynamique » dans 
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de commande de temperature pour commander la temperature de ladite 
table. 

24. Dispositif selon I'une des sept revendications precedentes, caracterise 
5 en ce que la centrale de commande de temperature est apte 
a commander le fonctionnement du lecteur selon un mode 
« dynamique » dans lequel la centrale de commande de temperature 
commande une evolution donnee de temperature au niveau de la table, 
et, pendant cette evolution de temperature : 
10 • les moyens de lecture recueillent en temps reel la reponse des 
molecules associees aux differents emplacements de la puce a 
I'excitation des moyens d'excitation, et transmettent ladite reponse a 
des moyens de traitement (18), 
» des moyens de memorisation memorisent pour chaque emplacement 
15 de la puce revolution de la reponse de la molecule en fonction de la 

temperature. 

25. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que le 
lecteur comprend des moyens de traitement aptes a etablir pour chaque 

20 molecule, a Tissue de la memorisation de ladite evolution de reponse, un 
diagnostic d'etat de la molecule. 

26. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que ledit 
diagnostic d'etat est un diagnostic de match/mismatch. 

25 

27. Procede d'hybridation des oligonucleotides d'une puce, pouvant etre mis 
en ceuvre par un lecteur selon une des revendications precedentes, le 
procede comprenant les etapes consistant a : 

• Mettre en contact des sondes nucleiques correspondent a un acide 

_3jq nud&que cible a vec un ech antillon biolo gique contenant des 

fragments simple brin d'ADN, de maniere a realiser une hybridation 
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lequel la centrale de commande de temperature commande une 
evolution donnee de temperature au niveau de la table, et, pendant cette 
evolution de temperature : 

• les moyens de lecture recueillent en temps reel la reponse des 
5 molecules associees aux differents emplacements de la puce a 

I'excitation des moyens d'excitation, et transmettent ladite reponse a 
des moyens de traitement (18), 

• des moyens de memorisation memorisent pour chaque emplacement 
de la puce revolution de la reponse de la molecule en fonction de la 

10 temperature. 

25. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que ie 
dispositif comprend des moyens de traitement aptes a etablir pour 
chaque molecule, a Tissue de la memorisation de ladite evolution de' 

15 reponse, un diagnostic d'etat de la molecule. ? 

26. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que ledit 
diagnostic d'etat est un diagnostic de match/mismatch. -i 

20 27. Utilisation d'un dispositif selon une des revendications prec§dentes pour 
I'hybridation des oligonucleotides d'une puce, comprenant les etapes 
consistant £ : 

• Mettre en contact des sondes nucteiques correspondant a un acide 
nucleique cible avec un echantillon biologique contenant des 

25 fragments simple brin d'ADN, de maniere a realiser une hybridation 

selective de certaines sondes avec lesdits fragments simple brin 
d'ADN de I'echantillon, en constituant des duplexes, 

• Effectuer une lecture des duplexes ainsi constitu6s, 

caracterise en ce que le procede comprend une etape de 
30 determination automatique de : 
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10 



25 



selective de certaines sondes avec iesdits fragments simple brin 

d'ADN de I'echantillon, en constituant des duplexes, 

Effectuer une lecture des duplexes ainsi constitues, 

caracterise en ce que le procede comprend une etape de 

determination automatique de : 

la temperature de fusion de chaque acide nucleique cible dans une 
configuration de « match », et 

la temperature de fusion de chaque acide nucleique cible dans une 
configuration de « mismatch ». 



28. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que ladite 
determination est realisee en mode « statique » en utilisant des courbes 
de reference illustrant revolution, en fonction de la temperature, du 
signal recu par des moyens de lecture de duplexes correspondant 

15 respectivement a des match et a des mismatch. 

29. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que le 
procede comprend le contrdle de la temperature de maniere a realiser 
Thybridation a une temperature correspondant a une discrimination 

20 maximale entre match et mismatch. 

30. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que le 
procede comprend la constitution desdites courbes de reference lors 
d'une etape precedant I'etape de lecture. 



31. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que le 
procede comprend la memorisation desdites courbes de reference. 

32. p ro cede selon Tune des cinq revendications precedeTftes, caracteTise err 
30 ce que ladi t e determination pe u t etre realisee en mo de « dynamique » 
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• la temperature de fusion de chaque acide nucleique cible dans une 
configuration de « match », et 

• la temperature de fusion de chaque acide nucleique cible dans une 
configuration de « mismatch ». 

5 

28. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee en ce que 
ladite determination est r§alis6e en mode « statique » en utilisant des 
courbes de reference illustrant Involution, en fonction de la temperature, 
du signal regu par des moyens de lecture de duplexes correspondant 

10 respectivement a des match et £ des mismatch. 

29. Utilisation selon la revendication pr6c6dente, caracterisee en ce que le 
precede comprend le contrde de la temperature de maniere & realiser 
Fhybridation £ une temperature correspondant a une discrimination 

15 maximale entre match et mismatch. >, 

30. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee en ce que le 
proc£d6 comprend la constitution desdites courbes de reference Ions 
d'une etape pr6c6dant Tetape de lecture. 

20 

28. Utilisation selon la revendication prec6dente, caracterisee en ce que le 
precede comprend la memorisation desdites courbes de reference. 

31. Utilisation selon Tune des cinq revendications pr6cedentes, caracterisee 
25 en ce que ladite determination peut etre r6alisee en mode 

« dynamique » par la commande d'une evolution donnee de temperature 
des echantillons, et, pendant cette evolution de temperature, on 
procede : 

• au recueil en temps reel de la reponse des duplexes associes aux 
30 differents emplacements de la puce £ Texcitation des moyens 

d'excitation, 
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par la commande d'une Evolution donnee de temperature des 
6chantiIlons, et, pendant cette evolution de temperature, on procede : 

• au recueil en temps reel de la reponse des duplexes associes aux 
differents emplacements de la puce a I'excitation des moyens 
d'excitation, 

• a la memorisation pour chaque duplex de revolution de la reponse en 
fonction de la temperature. 

33. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que le 
procede comprend pour chaque duplex I'etablissement, a I'issue de la 
memorisation de ladite evolution de reponse, d'un diagnostic de 
match/mismatch du duplex. 
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• a la memorisation pour chaque duplex de revolution de la r6ponse en 
fonction de la temperature. 

32. Utilisation selon la revendication precederite, caracteris6e en ce que le 
procedS comprend pour chaque duplex I'etablissement, & Tissue de la 
memorisation de ladite Evolution de reponse, d'un diagnostic de 
match/mismatch du duplex. 
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d£partement des brevets 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Tetecopie : 33 (1) 42 94 86 54 



CERTIFICAT B'UTILITE 

Code de la proprtete intellectuelle - Uvre VI 

DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N° 

(A fburnir dans le cas ou ies demandeurs et 

Ies inventeurs ne sont pas Ies merries personnes) 

Cet imprim6 est a remptir lisiblement h I'encre noire 




N° 11235*03 




OB 113 W/ 270601 



Vos references pour ce dossier (facultatif) 




XV D'ENREGISTREMENT NATIONAL 





TITRE DE L'INVENTION (200 caracteres ou ©spaces maximum) 

LECTEUR DE PUCES DE TYPE BIOPUCES, ET PROCEDES ASSOCffiS 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

IMSTAR IMAGE ET MODELISATION : STRATEGIE, ANALYSE ET REALISATION : 
60, rue Notre-Dame des Champs, 75006 PARIS - FRANCE 



DESIGNE(NT) EN TAMT QU'INVENTEUR(S) : 



BE9 ^ om 


SOUSSALINE Frangoiso 


Prenoms ; 




Adresse 


Rue 


1, rue Cassini 


Code postal et ville 


j 75014 RffilS : FRANCE , 


Societe d T appartenance (facultatif) 




US Norn 




Prenoms 


KHOMYAKOVA Elena 


Adresse 


Rue 


5 , rue Paul Louis Courier 


Code postal et ville 


iV^oyy^^is FRANCE 


Societe d'appartenance (facultatif) 




El Mom 




Prenoms 


DREVAL Eueene 


Adresse 


Rue 


5 rue Paul Louis Courier 


Code postal et ville 


l7ffO(f>7fPARlTS FRANCF. 


Societe d'appartenance (facultatif) 





S f H y a plus de trots inventeurs, utHisez plusieurs ; fprmulaires. Indrquez en haut a droite le N° de !a page suM du nombre de pages. 



DATE ET SIGMATURE(S) 

DU (DES) DEMAND EUR(S) / 

OU DU MANDATAIRE [/J M 

(Worn et quality du signature) y // V 



fH7j> 



La loi n°78-17 du 6 janvier 1978" relative a rinformatique, aux fichiers et aux libertes s'applique aux rSponses faites a ce fonmulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification Dour les donnees vous concemant auores de PINPI. 




"PCT7FR2003/0TJ3Ber 





